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RESUMEN 

ANTIGENO DE SUPERFICIE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B COMO 
INMUNOPOTENCIADOR MUCOSAL, FORMULACIONES RESULTANTES. 



Antfgeno de superficie por via mucosal con el objetivo de favorecer un incremento 
en la respuesta inmune contra los antfgenos coadministrados en las 
formulaciones que se describen. 

Estas nuevas formulaciones se obtienen a partir del doble uso del antfgeno de 
10 superficie como agente inmunopotenciador y al mismo tiempo como antfgeno 
vacunal. De este modo, es posible obtener formulaciones multiples del antfgeno 
de superficie de la Hepatitis B y antfgenos heterologos, con niveles de 
inmunogenicidad similares a los obtenidos luego de administraci6n parenteral y 
con una economfa de componentes capaz de dispensar el uso de adyuvantes 
15 nasales, convirtiendo a los mismos antfgenos en elementos capaces de favorecer 
el incremento de la respuesta a los otros antfgenos coadministrados. 
Este nuevo uso del antfgeno de superficie del Virus de la Hepatitis B y las 
formulaciones antigenicas resultantes son aplicables en la industria farmaceutica 
como formulaciones vacunales preventivas o terapeuticas. 
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MEMORIA DESCRIPTIVA 

ANTIGENO DE SUPERFICIE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B COMO 
INMUNOPOTENCIADOR MUCOSAL, FORM U LACION ES RESULTANTES. 

5 

Sector T6cnico 

La presente invencion se relaciona con el campo del desarrollo de vacunas, 
especfficamente, con el desarrollo de inmunopotenciadores y las formulaciones 
vacunales resultantes de su uso. 
10 El oLjetivo tecnico que se persigue con la invencion propuesta es favorecer un 
incremento en la respuesta inmune contra los antfgenos administrados en 
formulaciones nasales y desarrollar nuevas formulaciones para uso vacunal por 
esta ruta. 

Esta invencion se relaciona ademas con la obtencion de formulaciones vacunales 

15 multivalentes para administracion nasal, que tienen como antigeno central al 
antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B, capaz de potenciar la 
inmunogenicidad de los antfgenos contenidos en la misma luego de la 
coadministration nasal de los antfgenos de interes descritos en las formulaciones 
objeto de la invencion. 

20 Las formulaciones de la presente invencion son formulaciones multivalentes que 
contienen al antigeno de superficie del Virus de la Hepatitis B y otros antfgenos, 
entre el los, antfgenos solubles como los toxoides, sus conjugados, asf como 
microorganismos vacunales inactivados o atenuados. Otros antfgenos utilizados 
rutinariamente en la inmunizacion comercial se han usado en estas formulaciones 

25 con identicos resultados y con niveles de inmunogenicidad igualmente similares a 
los obtenidos luego de su administracion parenteral en las formulaciones 
convencionales, tanto desde el punto de vista humoral como celular, y con la 
ventaja adicional de inducir a partir de la inmunizacion mucosal una fuerte 
respuesta a nivel de mucosas, lo que es una caracterfstica unica de este tipo de 

30 formulaciones. Otro aspecto de importancia es la economfa de componentes de 
estas formulaciones, que permiten evadir el uso de adyuvantes nasales, 
convirtiendo a los propios antfgenos de la formulacion en elementos capaces de 
favorecer el incremento de la respuesta a los otros antfgenos coadministrados. 



Tecnica Anterior 

La generation de respuestas inmunes potentes contra antfgenos inoculados por 
via mucosal es uno de los retos actuales de la investigation en el campo de las 
vacunas. Se ha demostrado que para pat6genos que permanecen en las 
5 superficies mucosales o tienen en ellas una puerta de entrada, una respuesta 
local fuerte correlaciona con la protecci6n (American Academy of Pediatrics. 
Cholera. Report of the Committee on Infectious Diseases. American Academy of 
Pediatrics, Elk Grove Village, 1991; IL, 170). 

La superficie mucosal de los tractos gastrointestinal, respiratorio y genitourinario, 
10 ocupa un area superficial de al menos 400 m 2 (McKenzie S J, Halsey J A. 1 984; J. 
Immunol., 53:1818). Por otra parte, un sistema inmune grandemente 
especializado protege las superficies mucosales. En un adulto sano este sistema 
inmune local contiene al menos el 80% del total de los linfocitos, los cuales 
pueden encontrarse en ese sitio, o transitando entre varios tejidos linfoides 
15 asociados a las mucosas (Report of the Expert Panel VI: Concerted efforts in the 
field of mucosal immunology. 1996. Vaccine; 14: 644). 

El sistema inmune mucosal se divide en sitios inductores locales, denominados 
tejidos linfoides organizados asociados a mucosas (O-MALT), y en sitios 
efectores (Kraehenbuhl J P and Neutra M N. 1992. Physiol. Rev.;72:853). La 

20 mayorfa de los estudios de los O-MALT se han realizado en tejidos linfoides 
asociados al tracto gastrointestinal (GALT), entre los cuales se encuentran las 
placas de Peyer (PP), el apendice, y n6dulos linfaticos aislados que abundan en 
el recto. Las PP constituyen un buen modelo del funcionamiento de estos tejidos, 
aunque debe tenerse en cuenta que existen diferencias entre el GALT y el tejido 

25 linfoide nasal (NALT) (Walker R I. 1994. Vaccine.;4:387). 

En las vfas respiratorias, el epitelio varfa desde pseudoestratificado a simple. En 
los bronquios, zona de epitelio simple, los espacios intercelulares estan sellados 
por uniones estrechas y el mecanismo principal de toma de antfgenos es a traves 
de las celulas M. A nivel de las amfgdalas el epitelio predominante es el 

30 estratificado, donde el mecanismo de absorcion del antfgeno esta muy asociado a 
una red de macrofagos y celulas dendrfticas moviles provenientes de la medula 
osea, de hasta 700 celulas por mm 2 . Estas celulas son capaces de migrar a los 
O-MALT y a los linfonodos presentando al antfgeno procesado que fue fagocitado 
en la superficie de las amfgdalas. Bajo condiciones normales, este constituye el 



principal mecanismo de presentaci6n de antfgenos por MHC-II del tracto 
respiratorio (Neutra R M., Pringault E and Kraehenbuhl J P. 1996. Annu. Rev. 
Immunol. 14: 275). 

Luego del procesamiento y presentation del antigeno en los sitios inductores, los 
5 linfocitos B y T estimulados abandonan los sitios inductores a traves de los 
conductos eferentes, y entran a la circulation sangufnea via conducto toracico, 
alcanzando los sitios efectores (tejidos glandulares, la lamina propia de los tractos 
gastrointestinal, respiratorio y genitourinario) donde son retenidos selectivamente. 
En estos sitios efectores, las celulas B continuan proliferando y se diferencian en 
10 celulas plasmaticas de tipo IgA secretoras, con la producci6n subsiguiente de 
anticuerpos IgA en las secreciones externas. Este sistema de distribution celular 
descrito anteriormente se denomina sistema inmune mucosal comun (Walker R I. 
1994. Vaccine.;4:387). 

La inoculation mucosal de antfgenos vacunales ofrece multiples ventajas con 

15 respecto a las vacunas administradas por via parenteral; entre ellas: el aumento 
de la seguridad y la minimization de los efectos adversos (Editorial. Typhoid 
vaccination: Weighing the options. 1992. Lancet: 340-341; Redhead K and 
Griffiths E. 1990. Curr. Opin. Infect. Dis. 3:380), la reduction del personal 
calificado y la logistica de la vacunaci6n, y el incremento de la efectividad de la 

20 vacunacion en ancianos y recien nacidos. Se ha comprobado que el sistema 
inmune sistemico humano se deprime con la edad, mientras que estudios en 
ratones han mostrado la no depresion de las funciones inmunes mucosales con el 
avance de la edad (Bergman K-C and Waldman R H. Rev. 1988. Infect. Dis. 10: 
939; Szewczuk M R, Campbell R J and Jung L K. 1981. J. Immunol. 126: 2200). 

25 En recien nacidos, la persistencia de los anticuerpos maternos interfiere con las 
vacunas administradas parenteralmente, lo cual ha sido un problema en la 
reduction de la edad de vacunacion (Szewczuk M R, Campbell R J and Jung L K. 
1981. J. Immunol. 126: 2200; Weiss R. 1992. Science. 258: 546). 
La immunization mucosal, ademas, puede facilitar la eradication de algunas 

30 enfermedades causadas por patogenos que permanecen colonizando, 
asintomaticamente las superficies mucosales (Kraehenbuhl J P and Neutra M N. 
1992. Physiol Rev.72:853). Esto se debe a que este tipo de immunization no solo 
puede generar respuestas sistemicas, sino tambien mucosales, lo cual no se 
logra mediante las inoculaciones por la via parenteral. 



No obstante a las ventajas previamente enumeradas, la cantidad requerida de 
antfgeno para inmunizaciones mucosales puede ser mayor a la que se necesita 
para inmunizaciones parenteraies, probablemente, debido a varios factores tales 
como: la relativa ineficiencia de la entrada del antfgeno intacto al tejido linfoide 
mucosal, las barreras acfdica y proteolftica, el peristaltismo intestinal, entre otros. 
De aquf se deriva el necesario desarrollo de adyuvantes o estrategias de 
adyuvacion para uso mucosal (Faden H, et al. 1990. J. Infect. Dis. 162: 1291; 
Shahin RD, et al. 1990. Infect. Immun. 58: 4063; O'Hagan D T. 1990. Curr Opin 
Infect Dis. 3: 393). 

Los antfgenos puros, recombinantes o sinteticos en nuevas generaciones de 
vacunas han resultado ser mas seguros que aquellos en el organismo a partir del 
cual se obtuvieron, sin embargo son menos inmunogenicos (Alving C R, 1992. 
AIDS Research and Human Retroviruses. 8: 1427). Por tanto, la busqueda de 
nuevos adyuvantes representa una necesidad en el campo de las vacunas. 
Los adyuvantes son sustancias o procedimientos que aceleran, prolongan, o 
potencian la respuesta inmune especffica contra los antfgenos inoculados por via 
mucosal o parenteral (Vogel FR. Adjuvants in perspective. In: Brown F, Haaheim 
LR, editors. Modulation of the inmune response to vaccine antigens. Dev. Biol. 
Stand.. Basel. Karger; 1998;92:241-248). Con su utilization se genera o potencia 
el tipo de respuesta deseada y disminuye el numero de inoculaciones y la 
cantidad de antfgeno necesaria para obtener y mantener la protection. 
Los adyuvantes mucosales son aquellos que mejoran la respuesta inmune contra 
antfgenos administrados por vfa mucosal. Entre los adyuvantes mucosales mas 
estudiados se encuentran la enterotoxina de V.cholerae (CT), y la toxina 
termolabil de E.coli (LT). La actividad adyuvante de la CT esta relacionada con la 
ribosilacion de ADP (difosfato de adenosina) y la inducci6n de AMPc 
(monofosfato cfclico de adenosina) que posee variados efectos celulares (Lycke 
N, et al. 1991. Scand. J. Immunol. 33: 691). La subunidad B de la CT (CTB) tiene 
la capacidad de incrementar la permeabilidad epitelial a antfgenos heter6logos 
administrados por vfa nasal, no ocurriendo asf para aquellos administrados 
oralmente (Lycke N, et al. 1991. Scand. J. Immunol. 33: 691; Gizurarson S, etal. 
1991. Vaccine. 9: 825; Gizurarson S, etal. 1992. Vaccine. 10:101). Se ha visto, 
ademas, que la CT induce una memoria inmunol6gica de larga duration en la 
lamina propia intestinal de ratones (Vajdy M and Lycke NH. 1992. Immunology. 



75: 488). Hasta la fecha ha sido imposible separar selectivamente los efectos 
adyuvante y toxico de la CT (Lycke N. et al. 1992. Eur. J. Immunol.; 22: 2277). 
Algunos adyuvantes usados por via parenteral tambi6n nan sido evaluados por 
via mucosal; entre ellos: los complejos inmunoestimulantes (ISCOMs), los 
5 liposomas, el lisofosfatidil glicerol, la Avridina (una amina lipoidal), y las citoquinas 
(Ruby J, et al. 1992. Vaccine. Res. 1:347; O'Hagan DT, et al. 1992. J Gen 
Virol;73: 2141). 

Los complejos inmunoestimulantes han demostrado ser eficientes adyuvantes por 
la via nasal. Estos son parttculas relativamente estables, de 30 a 40 nm, cuya 

10 formulation mas ampliamente utilizada es la que contiene Quil A (una mezcla de 
saponinas extrafdas de la Quillaja saponaria), colesterol y fosfolfpidos en una 
relation molar de 1:1:1 (Tomasi M, et al. 1996. Mucosal vaccines. 13:175-186). 
Se ha reportado que los ISCOMs modulan la expresion de moleculas del 
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase II y podrfan actuar 

15 estimulando la Iiberaci6n de interferon gamma (IFN-7) (Byars N E and Allison A C. 
Immunologic Adjuvants: General Properties, Advantages, and Limitations, in 
Laboratory Method in Immunology, Zola, H., Ed., 39, 1990). Tambien se ha 
establecido que son capaces de estimular a las celulas T CD8+ restringidas al 
MHC clase I (Bomford RHR. The differential adjuvant activity of AI(OH)3 and 

20 saponin, in Immunopharmacology of Infectious Diseases: Vaccine Adjuvants and 
Modulators of Non-Specific resistance, Madje, J., Ed., Alan R. Liss, New York, 65, 
1987). No obstante a las bondades de los ISCOMs, aspectos relacionados a 
costo, estabilidad y naturaleza del antfgeno a insertar en la membrana continuan 
siendo problemas de esta estrategia de inmunopotenciacion. 

25 Los liposomas, sistemas de entrega de antfgenos, no son mas que suspensiones 
acuosas de vesfculas esferoidales, en las cuales los fosfolfpidos que contienen 
estan organizados en bicapas lipfdicas. Los antfgenos pueden ser transportados 
lo mismo en el interior de las vesfculas, que en su superficie, de acuerdo con su 
caracter hidrofflico o hidrofobico, respectivamente (Childers N K, Michalek S M. 

30 Liposomes, in: D.T. Hagan (Ed.), Novel Delivery Systems for Oral Vaccines, CRC 
Press, Inc., Boca Raton, Florida, 1994). Su adyuvanticidad depende del numero 
de capas (Susuki M, et al. 1994. Clin Inmunother. 2:121-125), carga (Hadden JW. 
1993. Immunology Today. 14: 274), composition (McAnalley BH, et al. inventors. 
Carrigton Laboratories Inc, assignee. Use of acemannan. US patent 229164. 
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1988 Aug 5; Giles CH, et al. J. Soc. Dyers Colour 1958; 74: 647) y metodo de 
preparation (Giles CH, et al. J. Soc. Dyers Colour 1958; 74: 647, Walkers GJ, 
1978. Biochem. Carbohydr. 16:75-126). Su uso potencia tanto la inmunidad 
humoral como la mediada por celulas para antfgenos de naturaleza proteica y 

5 polisacarfdica (Hadden JW. 1993. Immunology Today. 14: 274; Walkers GJ, 
1978. Biochem. Carbohydr. 16:75-126, Han YW. 1990. Adv. Appl. Microbial. 
35:171-174; Cote G L and Ahegren J A. Metabolism in microorganisms Pert I. 
Levan and levansucrase. Science and technology of fructans.1993. pp. 141-168. 
Edited by M. Susuki &N.J Charton. Boca Raton, FLCRC Press). Por otra parte, la 

10 administration oral de un antfgeno en liposomas produce una respuesta mucosal 
mayor a la obtenida administrando al antfgeno solo por dicha via (Janeway CA. 
1992. Immunol Today. 5: 3; Paolo C, et al. 1999. Vaccine. 17: 12-1263). Una 
gran desventaja que presentan los liposomas es que son destruidos por las 
lipasas intestinales y las sales biliares (Okada J, etal. 1995. Pharm. Res.12:576- 

15 582). Tambien se plantean la estabilidad de los Ifpidos y el costo de producci6n 
como problemas a resolver. 

Por su efectividad vacunal, se ha destacado tambien el uso de antfgenos 
microencapsulados. Las microcapsulas no son mas que esferas formadas por 
una cubierta y un nucleo. La cubierta puede estar constituida por uno o mas 

20 polfmeros, ya sean biodegradables o no, mientras que el nucleo esta constituido 
por el antigeno. Si el polfmero no es biodegradable, la microcapsula actOa como 
un reservorio por cuyos poros escapa el antigeno lentamente. Si el polfmero es 
biodegradable, el antfgeno es liberado a medida que se degrada la microesfera. 
Este ultimo caso es el mas frecuente, y un ejemplo de ello lo constituyen las muy 

25 utilizadas microesferas encapsuladas con el copolfmero de acido lactico y acido 
glicolico. Las microesferas han sido utilizadas intranasal (Eyles JE, etal. 1999. Int 
J Pharm. 189(1):75-9), oral y parenteralmente (Gupta R K, etal. 1997. Vaccine; 
15(1 6): 171 6-1 723). 

Las partfculas semejantes a virus (VLP) tambien han sido usadas como sistemas 
30 de entrega de antfgenos en las estrategias de inmunizacion mucosal. Las VLP 
estan formadas por capsidas y envolturas virales u otras protefnas que al 
ensamblarse en estructuras supramoleculares se asemejan a los virus. Estas 
tienen como ventajas que son relativamente faciles de producir y purificar, y que 
como antfgenos particulados, son mejores que los solubles para inducir 
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respuestas inmunes mucosales (Andr6 FE. 1990. Vaccine; 8 (S74)). La 
administraci6n intranasal de partfculas del virus del papiloma humano (HPV VLP) 
ha mostrado buenos resultados en la generacion de respuestas humoral y celular 
(Dupuy C, et a/. 1999. Journal of virology; 73:11:9063-9071; Liu XS, et al. 1999. 
5 Virology. 252:39-45, Balmelli C, etal. 1998. J of Virol. 72:8220-8229). 

Aunque existen varios sitios inductores de respuesta inmune mucosal, el mas 
conveniente ha sido el NALT. 

La vacunacion por via nasal con vacunas vivas de influenza ha tenido buenos 
resultados en ninos y adultos. Esta ruta puede ser aplicable a otras vacunas 
10 senslbles a las condiciones gastrointestinales a que se enfrentan en casos de 
administracion oral (Walker R I. 1994. Vaccine. 4:387). 

En 1997 se realizo el primer estudio en humanos que demostro que la 
vacunacion por la ruta nasal con la subunidad B de la toxina colerica 
recombinante (rCTB) induce anticuerpos IgA e IgG especfficos en las secreciones 

15 vaginales (Bergquist, Ch. 1997. Infection and Immunity. 65, 2676). La 
inmunizacion de animates por esta via, ademas, ha generado una respuesta de 
IgA en secreciones vaginales, incluso mayor que la inmunizacion por la via 
intravaginal (Di Tommaso A. 1996. Infect. Immun.64: 974; Gallichan W S and 
Rosenthal K L. 1995. Vaccine. 5:1589; Hopkins S, 1995. Infect. Immun. 63:3279). 

20 Todos los antigenos utilizados en esta invencion tienen en comun, entre otros 
aspectos, el que hayan sido ampliamente investigados con fines vacunales, 
incluso utilizados por ruta nasal muchos de ellos. Sin embargo, aunque parezcan 
numerosos los estudios realizados con ellos, estos han sido utilizados por la via 
parenteral fundamentalmente y nunca antes han sido utilizados por via nasal con 

25 el HBsAg. 

La administracion conjunta del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) (1 
o 5 jig) con la subunidad B de la toxina del colera usada como adyuvante y 
obtenida de forma recombinante (10 jag) a ratones por la via nasal, genera no 
solo respuestas inmunes sistemicas contra el HBsAg, sino tambien mucosales, 
30 en las cavidades nasales, los pulmones, la saliva, el intestino delgado y la vagina. 
Con esta combinacion se obtuvieron altos niveles de lgG1, lgG2a e lgG2b sericas 
especfficas contra el antfgeno viral. Los tftulos sericos en casi todos los ratones, 
medidos con EIA sandwich usando un kit comercial, fueron mayores de 1000 



miliunidades internacionales (mlU/ml) (Isaka M. ef a/. 2001. Vaccine. 19(11- 
12): 1460-1 466). 

Se ha demostrado que la inmunizacion intranasal de ratones BALB/c con el 
HBsAg y como adyuvante los oligodesoxinucle6tidos con motivos CpG (CpG 

5 ODN) produce una respuesta inmune de anticuerpos contra el antigeno viral, de 
igual magnitud a la producida por la CT o la LT con HBsAg, y mayor que la 
combinaci6n de la CTB o LTK63 (variante mutada de la LT) con HBsAg. Ademas, 
el empleo simultaneo por la via nasal de los CpG ODN, la CT (o LT) y el HBsAg 
produce un efecto sinergico sobre la respuesta inmune contra este ultimo 

10 antigeno, no manifestandose el mismo cuando se utilizan la CTB o la LTK63 en 
lugar de las toxinas (McCluskie MJ, ef a/. 2000. Mol Med Oct; 6(10): 867-877). 
Los isotipos que predominan con la administracion de CpG ODN y HBsAg son 
lgG1/lgG2a, mientras que con la administracion adicional de la CT se obtiene 
lgG2a fundamentalmente (McCluskie MJ, et al. 1998. J Immunol. Nov 1; 161(9): 

15 4463-4466). 

Se ha encontrado que la administracion de acemanano (un polimero acetilado de 
manosa, extraido de la planta Aloe barbadensis Miller) conjuntamente con el 
HBsAg por la via nasal, genera una respuesta de anticuerpos IgG sericos similar 
a la obtenida con la administracion del antigeno adyuvado con alumina, asi como 
20 una respuesta de IgA en secreciones vaginales, comparable con la obtenida con 
la aplicacion intranasal del HBsAg adyuvado con la toxina del c6lera (Aguilar JC 
eta. 1998. WO 9839032). 

Se ha comprobado tambien el fuerte efecto adyuvante ejercido por el antigeno de 
la nucleocapsida del virus de la hepatitis B (HBcAg) sobre el HBsAg cuando 

25 ambos son inoculados por la via nasal. Este efecto ha resultado ser de similar 
magnitud al logrado por la CT en igualdad de condiciones, e incluso, superior al 
mostrado por la alumina (administrada por la via intramuscular) en la induccion de 
respuestas de anticuerpos IgG en el suero con esta formulaci6n de particulas 
semejantes a virus (Aguilar JC, et al. PCT/CU/99/00006). 

30 El toxoide difterico (DT) posee un importante espacio en la literatura actual de 
vacunas, fundamentalmente por rutas parenterals. Existen algunos trabajos que 
lo han utilizado por ruta nasal. La inmunizacion primaria parenteral con toxoide 
difterico en alumina, seguida de una inmunizacion secundaria intranasal con 
CRM197 constituye un metodo de inmunizacion muy efectivo en ratones, capaz de 



inducir altos niveles de IgG anti DT y anticuerpos neutral izantes en el suero e IgA 
secretoria en el tracto respiratorio (McNeela EA, et al. 2000. Vaccine. Dec 8; 19(9- 
10): 1188-98). 

Al administrarse intranasalmente a ratones, la subunidad B de la enterotoxina 

5 termolabil de E. coll obtenida de forma recombinante (rLTB) conjuntamente con 
DT, produjo una estimulacion sustancial de anticuerpos IgG sericos especificos 
para el DT y una induccidn moderada de respuestas de anticuerpos IgA 
mucosales especificos para el DT en las cavidades nasales y en los pulmones 
(Kozuka S, et al. 2000. Vaccine. Mar 6; 18(1 7): 1730-7). 

10 La inmunizacion intranasal con 5 Lf de toxoide difterico, conjuntamente con la 
subunidad B de la toxina del colera, obtenida de forma recombinante (CTB) indujo 
elevadas respuestas de anticuerpos IgG sericos especificos para el DT, elevadas 
o moderadas respuestas de IgA especffica en todos los ratones y solo ligeras 
respuestas de anticuerpos IgE en algunos ratones. Ademas, se obtuvieron tftulos 

15 suficientemente altos de antitoxina difterica, mas de 0.1 UI/mL en ratones que 
mostraron altos niveles de respuestas de anticuerpos IgG serica especffica para 
el DT. Bajo las mismas condiciones experimentales, la inducci6n de significativas 
respuestas de anticuerpos mucosales IgA especificos para el DT ocurri6 en las 
cavidades nasales, los pulmones, la saliva, las secreciones vaginales y en los 

20 intestinos grueso y delgado de todos los ratones (Isaka M, et al. 1999. Vaccine. 
Nov 12;18(7-8):743-51). 

Se ha reportado que el empleo de una nueva suspensi6n que contiene vesfculas 
de monoolefna/acido oleico mezcladas con DT, administrada parenteral o 
intranasalmente, incrementa la inmunogenicidad del toxoide en ratones al mismo 
25 nivel que cuando este se adsorbe en alumina, o se administra con el adyuvante 
completo de Freund. Este estudio evidencia una relacion entre la 
inmunogenicidad y la longitud de la cadena acflica (Schroder U, et al. 1999 
Vaccine. Apr 9;17(15-16):2096-103). 

Tambien el toxoide tetanico se destaca por poseer un importante espacio en la 
30 literatura actual de vacunas, en estrategias de inmunizacion parenteral 
fundamentalmente, al igual que el DT. 

Con el objetivo de evaluar la induccion de respuestas de anticuerpos IgA mucosal 
utilizando a las interleuquinas 6 y 12 (IL-6, IL-12) conjuntamente con el toxoide 
tetanico (TT) administradas intranasalmente, se Ilev6 a cabo un estudio que 
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arrojo como resultado que la administration simultanea de IL-6 con TT a ratones 
indujo respuestas de anticuerpos IgG sericos especfficos para el TT 
(fundamentalmente lgG1 e lgG2b) superiores a la de los controles, pero 
pequenas respuestas de anticuerpos IgA secretoria y ninguna de IgE. En 

5 contraste, la IL-12 administrada intranasalmente conjuntamente con TT, no solo 
indujo agudos incrementos de IgG serica, sino que tambien elevo las respuestas 
de anticuerpos IgA en mucosas. La coadministration de IL-6, IL-12 y TT no 
aumento las respuestas de anticuerpos sericos o mucosales, con respecto a las 
producidas por la combination de IL-12 con TT (Boyaka PN, et al. 1999. J 

10 Immunol. Jan 1; 162(1): 122-8). 

La administration intranasal de IL-12 a ratones previamente inmunizados 
nasalmente con los antigenos de TT y el adyuvante CT result6 en un incremento 
en los niveles de anticuerpos lgG2a e lgG3 especfficos para el TT, mientras que 
las respuestas de anticuerpos lgG1 e IgE se redujeron marcadamente. En 

15 contraste, la IL-12 aplicada intranasalmente incremento las respuestas de 
anticuerpos lgG1 e IgE sericos inducidas por la CT en ratones a los cuales se les 
dio la mezcla de TT y CT oralmente (Marinaro M. et al. 1999. J Immunol. Jan 
1;162(1):1 14-21). 

En experimentos de inmunizacion nasal con formulaciones del TT, se examinaron 
20 las respuestas sistemica y mucosal de ratones inmunizados con el TT adsorbido 
en alumina, y mezclado con rCTB. En el caso de la administration. intranasal del 
TT no adsorbido fueron necesarios 5 Lf para estimular, solamente en presencia 
de rCTB (lO^g), elevadas repuestas de anticuerpos IgG sericos especfficos para 
TT en todos los ratones examinados, y moderadas o ligeras respuestas de 
25 anticuerpos IgA especfficos para TT en los lavados nasales, pulmonares e 
intestinales de unos pocos ratones, lo que evidencia que su inmunogenicidad por 
via nasal es pobre. No obstante una vez lograda, es posible a partir de esta 
resistir retos con la toxina tetanica (Isaka M, ef al. 1998 Vaccine. Oct;16(17):1620- 
6). 

30 El TT tambien ha sido usado como modelo en el testaje de nuevos adyuvantes 
como lo es la variante no toxica de la CT: CTS61 F. Se han realizado estudios 
comparativos de las respuestas inmunes generadas por la administration 
intranasal de esta protefna con varios antigenos por separado (entre ellos el TT), 
y de las obtenidas siguiendo un protocolo similar con la CT nativa y con una 



rCTB. Las respuestas de IgG, IgA e IgM sericas especfficas para el TT, asf como 
la respuesta de anticuerpos IgA en secreciones mucosales aumentaron 
significativamente tanto en la formulacion con la CT nativa, como en la que 
contenia a la CT mutada; la rCTB no mostro una buena actividad adyuvante 
5 (Yamamoto S. et al. 1997. Proc Natl Acad Sci USA. May 13;94(10):5267-72). 
La administracion nasal a cobayos del toxoide tetanico adsorbido en microesferas 
de poli-acido-L-lactico aumento la respuesta inmune con respecto a la obtenida 
con el antigeno libre; esta ultima fue similar a la de los animales no inmunizados 
(Almeida AJ, etal. 1993. J Pharm Pharmacol. Mar;45(3): 198-203). 

10 La determination de las respuestas inmunologicas, particularmente las 
reacciones inmunopatologicas asociadas a la administracion intranasal con el 
adyuvante mucosal CT, fue el proposito de un estudio en el cual se combinaron el 
TT y la CT y se administraron a ratones BALB/c. Despues de la inmunizacion 
nasal, los ratones produjeron una respuesta de anticuerpos en suero 

15 principalmente del isotipo IgG, con predominio de la subclase lgG1, tanto contra 
el TT como contra la CT. Con las respuestas de anticuerpos, tambien se 
encontraron reacciones inflamatorias en pulmones que pudieron ser 
potencialmente fatales. Ademas, se indujeron respuestas de IgE, las cuales 
fueron asociadas con la detection de interleuquina 5 (IL-5) en el suero, por lo que 

20 se sugiri6 que la inmunizacion nasal de TT y CT probablemente resulta en la 
activation de c§lulas Th2, las cuales pueden contribuir a serias reacciones 
inmunopatologicas en los pulmones (Simecka JW, et al. 2000. Infect lmmun. 
Feb;68(2):672-9). Este punto resalta la importancia que tiene el diseno racional 
de estrategias de inmunizacion que conlleven una economia de recursos, entre 

25 otros la necesidad de buscar estrategias mediante las cuales se sustituyan los 
adyuvantes toxicos que se utilizan como modelos para estudiar la 
inmunogenicidad y eficacia de las diferentes rutas, pero cuyas combinaciones no 
son aplicables a humanos. 

Otro de los antigenos que se utilizan universalmente en vacunas humanas es la 
30 Bordetella pertussis inactivada (Bp) con formaldehfdo. Esta bacterina, 
administrada por la ruta nasal a ratones BALB/c, induce altos niveles de 
anticuerpos IgG en suero y fluidos bronquioalveolares, asi como tambien de IgA 
en suero, saliva, fluidos bronquioalveolares y extractos de heces. Sin embargo, 
cuando se administra conjuntamente con la CT, no aumentan las respuestas de 
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IgG contra Bp, mientras que las respuestas de IgA se reducen significativamente 
en todas las secreciones analizadas (Berstad AK, et al. 1997. Vaccine. Aug- 
Sep; 15(1 2-1 3): 1473-8). 

Con el fin de probar la inmunogenicidad y la adyuvanticidad nasal de Bp, se 
5 desarrollo una investigation en ratones en la cual se administro intranasalmente 
este antfgeno, conjuntamente con el virus inactivado de la influenza. El virus 
administrado solo, indujo bajos niveles de anticuerpos IgG especfficos para la 
influenza en suero, aunque estos fueron significativamente mayores que los de 
los controles no inmunizados, mientras que no existieron diferencias entre las 
10 respuestas de IgA en suero y saliva. En cambio, cuando se administro Bp junto 
con el virus inactivado de la influenza, aumentaron sustancialmente (PO.005) las 
respuestas sericas de IgA e IgG, y la IgA salival especffica para el virus. Sin 
embargo, este efecto adyuvante no fue significativo para las respuestas del 
mismo tipo en el intestino (medida como anticuerpos en las heces). Por otro lado, 
15 las respuestas de anticuerpos contra Bp fue inhibida por la mezcla con la vacuna 
viral. Los anticuerpos generados contra Bp que fueron secretados en la saliva 
mostraron reactividad cruzada con Neisseria meningitidis (Berstad AK et al. 2000. 
Vaccine. Mar 17;18(18): 1910-9). 

Tambien Bp ha sido probada en humanos. A seis adultos les administraron 
20 vacunas celulares de pertussis en cuatro ocasiones, por la via nasal, con un 
intervalo semanal. Todos los vacunados respondieron con incrementos de 
anticuerpos IgA en fluidos nasales contra el antfgeno de celula entera de Bp. Tres 
de los vacunados con altas respuestas de anticuerpos nasales tambien 
desarrollaron tftulos incrementados de anticuerpos IgA e IgG sericos contra Bp. 
25 Las respuestas de anticuerpos en saliva contra el antfgeno de c6lula entera, asf 
como los anticuerpos en el suero y secreciones contra la toxina de pertussis (PT) 
y la hemaglutinina filamentosa (FHA) fueron despreciables, con exception de un 
incremento moderado de anticuerpos contra la FHA en el fluido nasal. 
Inesperadamente, en los mismos vacunados se desarrollaron significativos 
30 aumentos de anticuerpos nasales y salivales contra antfgenos de la membrana 
externa meningococci, mientras que los anticuerpos IgA e IgG sericos 
correspondientes permanecieron inalterados (Berstad AK, et al. 2000, J Med 
Microbiol. Feb;49(2): 157-63). Por lo que una formulation nasal contra este 



patogeno debe tener en cuenta el aspecto de la respuesta contra las protelnas 
individuales en el estudio de inmunogenicidad. 

Aunque la presencia de anticuerpos bactericidas en el suero ha sido 
correlacionada con la inmunidad a enfermedades meningococcicas, la inmunidad 

5 mucosal en la puerta de entrada tambien desempena un importante papel. Por 
esta raz6n, se encamino un estudio para evaluar la inmunogenicidad de un 
complejo de protelnas de membrana externa de Neisseria meningitidis del grupo 
B (CPME) en una formulacion vacunal aplicada intranasalmente en ratones. En 
dicha investigation se evidencio una fuerte respuesta sistemica de anticuerpos 

10 bactericidas, as! como una fuerte respuesta local de IgA en los pulmones. Sin 
embargo, se requirieron dosis de 8 a 10 veces mayores en la inmunizacion 
intranasal que en la intraperitoneal para lograr una respuesta equivalente de 
anticuerpos bactericidas en el suero (Saunders NB, et al. 1999. Infect Immun 
Jan;67(1): 113-9). 

15 Se ha comprobado la capacidad de la vacuna noruega de protelnas de 
membrana externa de meningococos del grupo B para inducir una respuesta de 
celulas T en humanos, tras la administration intranasal de la misma sin 
adyuvante. Para esto, un grupo de 12 individuos fue inmunizado con cuatro dosis 
de CPME (250 \xg de proteinas/dosis) con un intervalo semanal y otra dosis de 

20 refuerzo al cabo de 5 meses. La proliferacion de celulas T en respuesta a la 
vacuna de CPME, protefna purificada PorA (clase 1 ), protelna PorB (clase3), y un 
antfgeno control no relacionado {Mycobacterium bovis) fue medida por la 
incorporation de [ 3 H] timidina a celulas mononucleares sangufneas perifericas 
obtenidas antes y despues de las inmunizaciones. Las inmunizaciones nasales 

25 con CPME indujeron respuestas de celulas T espetificas al antigeno en la 
mayorla de los vacunados, cuando se probo contra CPME (7 a 12) y contra el 
antigeno PorA (11 a 12); ninguno de los vacunados mostro respuesta de celulas 
T inducida por la vacuna al antigeno de PorB despues de las 4 dosis iniciales 
(Oftung F, era/. 1999. Infect Immun. Feb;67(2): 921-7). 

30 Se ha demostrado en humanos que el CPME administrado en forma de gotas 
nasales o de spray nasal 4 veces, con un intervalo semanal entre cada 
aplicacion, conduce al desarrollo de respuestas de IgA en secreciones nasales y 
salivates. Ademas, se han observado modestos incrementos de IgG sericas en 



varios de los individuos inmunizados (Haneberg B, et al. 1998. Infect Immun 
Apr;66(4): 1334-41). 

En ratones, por su parte, la utilizacion adicional de CT por vias mucosales (nasal 
y rectal) incrementa las respuestas de anticuerpos sericos en comparacion con la 
vacuna de CPME administrada por las mismas vfas. Sin embargo, las 
inmunizaciones mas efectivas han sido las nasales, de lo que se deriva que las 
respuestas mucosales no son dependientes del uso de la CT. Ademas, la 
actividad bactericida serica, de manera similar, no aumenta con el uso de la CT, 
indicando que el efecto positivo sobre el nivel de IgG serica no incluye a la 
actividad bactericida (Dalseg R, et al. 1999. Vaccine, May 14;17(19): 2336-45). 
Se ha visto que la utilizacion de el CPME acomplejado con el lipopolisacarido 
(LPS) de Brucella melitensis genera en ratones, tras su administration intranasal, 
altos niveles de IgG e IgA anti LPS en mucosas pulmonares, asi como altos 
niveles de celulas secretoras de IgG e IgA en los pulmones y el bazo, luego de la 
inoculaci6n de dos dosis. Por otro lado, en suero se desarrollan elevados niveles 
de IgG y moderados de IgA. Se ha sugerido, dada la prominente respuesta de la 
subclase lgG1 obtenida, que el CPME puede favorecer la respuesta de tipo Th2 
frente al LPS (Van De Verg LL, etal. 1996. Infect Immun Dec;64(12):5263-8). 
La posibilidad de contar con vacunas que contengan varios antigenos 
procedentes de diferentes agentes patogenos ha sido fundamental en el 
desarrollo del Programa Extensivo de Inmunizacion impulsado por la 
Organization Mundial de la Salud, y dentro de estas, se ha tratado de integrar a 
la vacuna de hepatitis B (Chiu HH, et al. 1998. Pediatr Infect Dis J Mar;17(3):206- 
11). 

Se ha demostrado que la administration a ninos sanos a los 1,5; 3,5 y 6 meses 
de vida de una vacuna que contenga HBsAg, DT, TT y Bp (entre 5 y 10 ug de 
HBsAg), si estos fueron inmunizados al nacer con una vacuna de HBsAg (10 ug), 
produce tftulos de anticuerpos sericos anti HBsAg protectores (mayores que 10 
mUl/ml) (Chiu HH, ef al. 1998. Pediatr Infect Dis J Mar;17(3):206-11). 
La respuesta de anticuerpos contra los antigenos HBsAg, DT, TT y antigenos de 
Bp no se afecta cuando se administra parenteral mente a infantes una vacuna que 
contiene al polisacarido capsular de Haemophilus influenzae tipo B (PRP) 
conjugado al TT (PRP-TT), HBsAg, DT, TT y antigenos de Bp o cuando se 
administran por la misma via dos vacunas, una con HBsAg, DT, TT y antigenos 



de Bp, y otra con PRP-TT solamente. Tampoco se afecta la respuesta de 
anticuerpos contra los primeros cuatro antfgenos mencionados cuando se aplica 
una formulacion obtenida de la mezcla de la vacuna de HBsAg, DT, TT y 
antfgenos de Bp para reconstituir al PRP-TT liofilizado. Por su parte, la respuesta 

5 de anticuerpos contra el PRP es significativamente menor en el ultimo caso 
(Greenberg DP, etal. 2000. Pediatr Infect Dis J. Dec; 19(1 2): 1 135-40). 
La vacunacion con una formulaci6n que contenga solamente HBsAg y PRP (este 
ultimo conjugado a el CPME de N. meningitidis) de adultos sanos que hayan sido 
expuestos anteriormente a estos antfgenos, incrementa los niveles de 

10 anticuerpos sericos contra los antfgenos (Bulkow LR, et al. 1993. Arctic Med Res 
Jul;52(3): 118-26). 

La adici6n de PRP a una vacuna que contiene HBsAg, DT, TT, antfgenos de Bp y 
al virus de la poliomielitis inactivado, no produce una disminucion de la 
inmunogenicidad de los segundos, ni un aumento de la reactogenicidad en 

15 humanos. Por otra parte, los tftulos de anticuerpos anti PRP que se alcanzan con 
la nueva formulacion son similares a los logrados con vacunas monovalentes de 
PRP, o combinaciones de PRP con DT, TT y antfgenos de Bp, licenciadas en 
algunos pafses europeos (Schmitt HJ, et al. 2000. J Pediatr Sep;137(3):304-12). 
Hasta el momento no existe ninguna referencia de estudio de combinaciones 

20 antigenicas para administracion nasal del HBsAg y antfgenos de DT, TT, CPME, 
Bp, Hib u otros antfgenos solubles o resultantes de un proceso de inactivacion 
viral o bacteriano en la que se evidencie el efecto potenciador del HBsAg. Dentro 
de las ventajas de la administracion de vacunas combinadas por la via nasal 
encontramos la posibilidad de reducir el nOmero de administraciones, teniendo en 

25 cuenta que se administrarfan mas antfgenos de una vez y no cada uno por 
separado; la posibilidad de no emplear adyuvantes, basado esto en la propiedad 
de algunos antfgenos de incrementar la inmunogenicidad de otros sin afectar 
considerablemente de forma negativa la suya, la posibilidad de prescindir de 
personal especializado y materiales medicos, lo cual dificulta la aplicacion de las 

30 vacunas y encarece la vacunaci6n; el hecho de no utilizar un metodo invasivo, lo 
cual aumenta la calidad de vida de los individuos a inmunizar, fundamentalmente 
ninos; y la posibilidad de lograr igual o mejor protection que la proporcionada por 
las vacunas parenterals, incluso en edades crfticas como la ninez y la vejez, al 



generarse respuestas a nivel de mucosas, principal puerta de entrada para 
muchos agentes pat6genos. 

Las formulaciones de la presente invencion son formulaciones multivalentes que 
contienen al antfgeno de superficie del Virus de ia Hepatitis B y otros antfgenos, 
5 entre ellos, antigenos solubles como los toxoides, sus conjugados, asf como 
microorganismos vacunales inactivados o atenuados. Otros antfgenos utilizados 
rutinariamente en la inmunizacion comercial se han usado en este tipo de 
formulaciones donde se evidencio el efecto potenciador del HBsAg y con niveles 
de inmunogenicidad igualmente similares a los obtenidos luego de su 

10 administracion parenteral en las formulaciones convencionales, tanto desde el 
punto de vista humoral como celular, y con la ventaja adicional de inducir a partir 
de la inmunizacion mucosal una fuerte respuesta a nivel de mucosas, 
caracterfstica unica de este tipo de formulaciones. Otro aspecto de importancia es 
la economia de componentes de estas formulaciones, que permiten evadir el uso 

15 de adyuvantes nasales, convirtiendo a los propios antigenos de la formulacion en 
elementos capaces de favorecer el incremento de la respuesta a los otros 
antfgenos coadministrados. 

El uso del HBsAg descrito en la presente invencion resulta novedoso a partir de 
que no existen formulaciones multivalentes para administracion nasal del 
20 antfgeno de superficie en las que se evidencie un efecto potenciador a partir de la 
coadministration del antfgeno de superficie y los tipos antigenicos descritos en la 
presente invencion. 

Para solucionar el problema de la potentiation de la respuesta a estos tipos 
antigenicos, se investiga la introduction de adyuvantes de nuevo tipo, que por lo 

25 general son sustancias costosas, toxicas, inmunogenicas y no siempre efectivas. 
En nuestro caso, se puede incrementar y diversificar la respuesta inmune a partir 
de una estrategia de inmunopotenciacion relativamente sencilla y de bajo riesgo 
toxicologico respecto al estado del arte en el que abundan adyuvantes 
reactogenicos (Byars N E and Allison A C. Immunologic Adjuvants: General 

30 Properties, Advantages, and Limitations, in Laboratory Method in Immunology, 
Zola, H. ( Ed., 39, 1990). 

No existen reportes en la literatura que permitan predecir este comportamiento 
del HBsAg en los tipos antigenicos descritos. Al contrario existen referencias 
previas que demuestran que pueden existir combinaciones en que la 
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inmunogenicidad de alguno de sus componentes resulte afectada, aspectos que 
son sobrepuestos en la presente invention como es el caso de la pertussis 
(Berstad AK, et al. 1997. Vaccine. Aug-Sep; 15(1 2-1 3): 1473-8; Berstad AK et al. 
2000. Vaccine. Mar 17; 18(1 8): 1910-9), hacia cuyas proteinas individuales hemos 
5 demostrado que se producen respuestas tan fuertes como las obtenidas por via 
sistemica cuando se coadministra la Bp en formulation tetravalente nasal, 
contrario a lo encontrado para la administration nasal sola de la Bp en humanos 
(Berstad AK, etal. 2000, J Med Microbiol. Feb;49(2): 157-63). 

10 Description detallada de la invention 

La presente invention se relaciona con el uso del antigeno de superficie del Virus 
de la Hepatitis B como inmunopotenciador en inmunizaciones nasales, con las 
formulaciones vacunales resultantes de la combination de este antigeno y otros 
antigenos vacunales que se benefician de esta propiedad y con la aplicacion de 
15 este uso del antigeno de superficie del Virus de la Hepatitis B y de las 
formulaciones en el campo de las vacunas. 

Se relaciona ademas con las formulaciones multivalentes, espetificamente para 
administration nasal, que resultan de la aplicacion de esta propiedad del HBsAg, 
favorecedor del incremento de la respuesta inmune a los otros antigenos 

20 presentes en las mismas. 

Las formulaciones vacunales para administration nasal de la presente invention, 
junto al antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B pueden contener uno o 
mas antigenos proteicos de naturaleza soluble, que recibe un efecto 
inmunopotenciador por su coadministration con el HBsAg. Ellos pueden ser: el 

25 toxoide tetanico, el difterico o conjugados proteina - polisacarido, cuya porci6n 
sacaridica se corresponde con un candidato vacunal anti Haemophilus influenzae 
tipo b, polisacarido C de Neisseria meningitidis, polisacaridos vacunales de 
Pneumococcus pneumoniae, o en general una o mas proteinas solubles de 
interes vacunal purificadas u obtenidas de manera recombinante. 

30 Es tambien un objeto de la presente invention las formulaciones multivalentes 
para administration nasal en la que junto al antigeno de superficie del virus de la 
Hepatitis B se adiciona un candidato vacunal del grupo de los microorganismos 
inactivados y que recibe un efecto inmunopotenciador por su coadministration 
con el HBsAg. El antigeno vacunal puede ser, la bacterina de Bordetella 
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pertussis, que recibe un efecto inmunopotenciador por su coadministration con el 
HBsAg u otro antfgeno vacunal de esta naturaleza solo o formando parte de 
combinaciones complejas de antfgenos. 

Otros antfgenos vacunales que pueden estar contenidos son los actuates 

5 candidatos vacunales inactivados o atenuados. 

Las formulaciones vacunales para administracidn nasal relacionadas con la 
presente invention pueden contener un numero n de antfgenos de 
microorganismos de especies diferentes entre n=1 hasta n=20, de naturaleza 
antigenica entre las descritas anteriormente, con un volumen final y cantidades de 

10 antfgeno a inocular que estan en el rango entre 50 microlitros y 2 mililitros, y entre 
0.1 microgramos y 2 mg, respectivamente, en dependencia del tamafio y la 
especie a inmunizar. 

Las formulaciones de la presente invenci6n pueden solubilizarse en PBS, soluci6n 
salina, agua para inyecciones o en cualquier solution tampon de uso en la 

15 practica medica y que permitan la estabilidad de los antfgenos, en 
concentraciones de antfgenos que estan en el orden de las posibles 
combinaciones de masa y volumen descritas con anterioridad. 
Tambien los componentes antigenicos pueden mezclarse con el HBsAg de 
acuerdo a candidatos de interes por edad de la vacunacion o por candidatos 

20 multivalentes basados en cualquier otra premisa, donde esten representado uno, 
dos o mas tipos antigenicos de los descritos previamente y que pueden estar en 
estado liofilizado y administrarse mediante gotas, spray o pulverization. 
Las formulaciones vacunales de la presente invention se pueden utilizar para 
lograr una inmunizacion efectiva de humano o animales de modo preventivo o 

25 terapeutico. 

EJEMPLOS DE REALIZACI6N 
Ejemplo 1 

Con el objetivo de evaluar la respuesta de anticuerpos generada luego de la 
30 administration nasal de varias formulaciones conteniendo antfgenos de diferente 
naturaleza junto al HBsAg o solos, se disefi6 un esquema de 126 ratones BALB/c 
hembras de 8 a 10 semanas de edad, los cuales fueron divididos en 13 grupos; 
los grupos del 1 al 11 con 10 animales cada uno, y los grupos 12 y 13 con 8 



animales cada uno. Todos fueron inmunizados los dfas 0, 14, 28 y 87, mientras 
que las extracciones de sangre se realizaron los dfas -10, 21, 35, 42, 84 y 97. 
La dosis de cada uno de los antfgenos que se administro a cada raton se muestra 
a continuacion: 



Grupo Ruta Cantidad de Antfgeno por grupo 

Grupol: (IN) 1 5^g de HBsAg + 10>g de DT 
Grupo 2: (IN) 5ng de HBsAg + 3,2 UOP de Bp* 

10 Grupo 3: (IN) 5ug de HBsAg + 10^g de TT 

Grupo 4: (IN) 5\xg de HBsAg + 1 0|ag de DT + 3,2 UOP de Bp* 

Grupo 5: (IN) 5(j,g de HBsAg + 10|j,g de DT + 10|j.g de TT 

Grupo 6: (IN) 5ng de HBsAg + 3,2 UOP de Bp*+ 10^ig de TT 

Grupo 7: (IN) 5|ag de HBsAg + 1 0^ig de DT + 1 Opig de TT + 3,2 UOP de Bp* 

15 Grupo 8: (IN) 5|og de HBsAg 
Grupo 9: (IN) lO^gdeDT 
Grupo 10: (IN) 3,2 UOP de Bp* 
Grupo 11: (IN) 10ngdeTT 

Grupo 12: (IP) 2 5^g de HBsAg + 0,125 mg de AI(OH 3 ) 
20 Grupo 1 3*:(\P) 5]xg de HBsAg + 49,26 ng de DT + 29,07 ju.g de TT + 8,0 UOP de 
Bp* + 0,125 mg de AI(OH 3 ) 

(IN) 1 Grupo inmunizado inmunizado intranasalmente 
(IP) 2 Grupo inmunizado inmunizado intraperitonealmente 
25 * UOP: Unidades de opacidad; en cada caso se utilizaron iguales cantidades de 
UOP de ambas cepas de Bp previamente descritas. 

Y Como se puede apreciar, al grupo 13 le fue administrado la misma dosis de 
HBsAg que a los grupos nasales. Sin embargo, las dosis administradas al resto 
de los antfgenos de dicho grupo fueron superiores debido a que se utiliz6 como 
30 control una formulacidn vacunal de uso comercial, la que contiene dosis 
especfficas de cada uno de los antfgenos que no pueden variarse, pero que se 
corresponden con las cantidades de microgramos que se representan en la tabla, 
de manera que por via nasal se utiliza una cantidad inferior en 3, 5 y 2.5 veces 



para TT, DT y Bp respectivamente. Se utiliz6 el igualamiento en cuanto a 
cantidad de HBsAg. 

Respuesta de anticuerpos IgG anti HBsAg en suero 

El resultado de las determinaciones de las respuestas de anticuerpos IgG contra 

5 el antfgeno de superficie del virus de la hepatitis B arrojo que, a la semana de la 
tercera administracion, el grupo inmunizado intranasalmente con HBsAg, DT, TT 
y Bp (grupo 7) fue significativamente superior comparado con el grupo 8, que 
recibi6 solamente HBsAg en PBS por la misma ruta, este comportamiento se 
repiti6 el dia 42 (Figura 1A). 

10 El resto de los grupos inmunizados por la via nasal, grupos 1-6, siguieron el 
mismo comportamiento que el grupo 7, desarrollando niveles de IgG 
significativamente superiores a los obtenidos con el HBsAg en PBS luego de tres 
dosis, con la excepci6n del grupo 2, que en el dia 35 tuvo una respuesta mas 
elevada, pero que no llego a ser significativa (p>0,05). No obstante, este grupo si 

15 tuvo una diferencia muy significativa el dfa 42, comportamiento que se puede 
explicar por una mayor dispersi6n de los titulos en el dia 35. 
Los grupos que fueron inmunizados por la via nasal con formulaciones que 
contenian HBsAg y Bp; HBsAg, Bp y DT; y HBsAg, Bp y TT (grupos 2, 4 y 6 
respectivamente), desde la segunda dosis presentaron respuestas de IgG 

20 superiores significativamente a las mostradas por el grupo 8. 

Es bueno destacar que el grupo inmunizado con la mezcla HB-DTP por via nasal 
no difirio significativamente del grupo homologo inmunizado por la via IP -grupo 
13-, el dia 35. De la misma forma, luego de la cuarta dosis, se obtuvieron valores 
estadfsticamente similares entre los grupos inmunizados por via nasal y el grupo 

25 inmunizado con la combinacion de antigenos por via IP (Fig. 1 ). 

Los titulos anti HBsAg generados por el grupo inmunizado con la vacuna 
Heberbiovac HB® (grupo 12) fueron significativamente superiores a los obtenidos 
con la inmunizaci6n de cualquiera de los grupos nasales. Este resultado se debe 
a la mayor inmunogenicidad del HBsAg cuando es inoculado por via IP en 

30 comparacion con las rutas intramuscular y subcutanea. En nuestros experimentos 
se ha evidenciado esta caractenstica de la ruta IP. No obstante a conocerse esta 
caracteristica de la respuesta anti HBsAg, la inoculacidn de 250 \iL de la vacuna 
por rat6n, correspondiente a la dosis de 5 \ig de HBsAg -equivalente con la dosis 
nasal-, hizo necesaria la utilizacion de la ruta IP. Sin embargo, se ha encontrado 
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en animales de mayor edad una respuesta que iguala la respuesta obtenida por 
inoculaci6n nasal con la obtenida por inoculaci6n IP. Un ejemplo de esto se 
evidenci6 en el segundo esquema (ver ejemplo 2), aunque los candidatos nasales 
fueron distintos. 

5 A pesar de la menor intensidad de los tftulos por la via nasal, se pudo observar 
recientemente que los niveles de respuesta anti lgG2a fueron significativamente 
superiores para el grupo 2 con respecto a los generados por el grupo 12 
(resultado no mostrado), lo cual demuestra que Bp genero un efecto modulador 
en la respuesta de anticuerpos anti HBsAg e introdujo un cambio cualitativo en la 

10 respuesta evidenciado en el perfil de subclases de IgG, favoreciendo el tipo de 
respuesta asociado a Th1. Esta respuesta se caracteriza por una mayor 
produccion de anticuerpos de tipo lgG2a con respecto al perfil habitual generado 
por la vacuna adyuvada en alumina. 

Como se puede apreciar en la Fig. 1, las cineticas de aparicion y sostenimiento 
15 de la respuesta intranasal e intraperitoneal anti HBsAg son muy similares, con un 
incremento y cafda en el tiempo similares. 
Respuesta de anticuerpos IgG anti toxoide tetanico en suero 
Se pudo evidenciar el fuerte efecto inmunopotenciador sobre el toxoide tetanico 
del resto de los antfgenos: HBsAg, DT y Bp en la mezcla del grupo 7 luego de la 
20 inmunizacion intranasal. Como resultado de la evaluation de la segunda, tercera 
y cuarta inoculaciones, se evidencio un incremento en los niveles de anticuerpos 
IgG anti TT para dicho grupo, que fueron altamente significativos con respecto a 
los generados por el grupo 11, inmunizado por la misma ruta con el toxoide 
tetanico en PBS. 

25 El resto de los grupos yacunados intranasalmente con mezclas que conteman TT, 
al igual que el grupo 7, especlficamente los grupos 3, 5 y 6, mostraron niveles de 
anticuerpos superiores significativamente a los inducidos en el grupo 11 para 
todas las extracciones. En el caso del grupo 3 se alcanzo un nivel de anticuerpos 
que desde la segunda dosis fue aproximadamente 100 veces superior al del 

30 grupo 11, lo que es de gran signification, puesto que esta es la primera 
demostracion de la actividad potenciadora del HBsAg sobre un antfgeno soluble, 
como lo es el TT. Como se pudo apreciar en la respuesta anti HBsAg, el toxoide 
tetanico tambien incremento la respuesta anti HBsAg, por lo cual podemos 
afirmar que estamos en presencia de una interaction sinergica en cuanto a 



potentiation cruzada de la inmunogencidad. Este tipo de fenomeno se habfa 
observado previamente para la interaction del HBsAg con el HBcAg y otros 
antfgenos de nucleocapsida viral pero nunca con un antigeno soluble, que como 
se evidencia en el grupo 11 en que el TT es inmunizado en PBS, no es 
5 inmunogenico por la ruta nasal, por lo que no habria de esperarse un efecto de 
este tipo entre el HBsAg y el TT. 

La respuesta anti TT se fortalecio aun mas, y de forma significativa, cuando los 
antfgenos HBsAg, TT y Bp se formularon juntos (grupo 6), generandose 
respuestas anti TT que llegaron a ser 1000 veces mas fuertes que las generadas 
10 por el TT en PBS por via IN (grupo 1 1 ). Este incremento adicional no se logr6 por 
la mezcla del DT, el HBsAg y el TT (grupo 5). Dicha formulation no provoc6 
ningun cambio significativo en la respuesta anti TT sino que se comporto similar 
estadfsticamente en cuanto a respuesta anti TT a la combination del HBsAg y el 
TT (Fig. 1B). 

15 El grupo 6 no difirio significativamente en tftulos del grupo 7, ambos grupos 
indujeron respuestas 1000 veces superiores, teniendo en comun la presencia de 
Bp y de HBsAg. Este analisis nos permite afirmar que tanto el antigeno de 
superficie como Bp producen una inmunopotenciacion de la respuesta anti TT 
que incrementa los titulos a niveles muy significativos en el primer caso y 

20 altamente significativos con la mezcla de ambos. Sena importante definir si el 
efecto potenciador de Bp es independiente del HBsAg o si ambos sinergizan en 
actividad potenciadora, ya que todos los grupos de combinaciones nasales en el 
experimento tuvieron HBsAg. Se puede afirmar que con respecto al TT, el 
aumento del numero de antfgenos presente en todas las formulaciones 

25 estudiadas no afecto su inmunogenicidad, sino que pudo incrementarla aun mas 
hasta niveles altamente significativos (Fig. 1 B). 

La comparaci6n de los niveles de IgG anti TT entre los grupos 7 y 13, que fueron 
inmunizados con los 4 antfgenos por las vfas intranasal e intraperitoneal, 
respectivamente, no mostro diferencias significativas. Incluso se pudo obtener por 
30 la vfa nasal respuestas que para determinados grupos fueron superiores, aunque 
no significativamente, con respecto a las obtenidas por el grupo 1 3 (Fig. 1 B). 
Los grupos que fueron inmunizados con HBsAg y TT (grupo 3) y con HBsAg, DT 
y TT (grupo 5), aunque experimentaron tftulos de IgG que una semana despues 
de la segunda dosis no se diferenciaban de los obtenidos por el grupo 13, luego 




de las administraciones tercera y cuarta mostraron una respuesta 
significativamente inferior al mismo. Este resultado evidencia la importancia de 
adicionar Bp a la mezcla para incrementar la respuesta anti TT hasta niveles 
similares a los obtenidos luego de una administracion IP, no obstante se debe 

5 tener en cuenta en este analisis que por la ruta IP se esta administrando 3 veces 
mas toxoide tetanico con respecto al que se utiliza por la vfa IN. 
Respuesta de anticuerpos IgG anti toxoide difterico en suero 
La administracion intranasal del DT, conjuntamente con HBsAg, TT y Bp (grupo 
7) condujo a un incremento considerable en la inmunogenicidad del mismo, en 

10 comparacion con la respuesta alcanzada por el grupo 9, en el cual el DT se 
administro en PBS (Fig 1C). 

Este mismo comportamiento se manifest6 en los restantes grupos inmunizados 
intranasalmente con mezclas del DT (grupos 1, 4 y 5), donde se evidencid un 
incremento muy significativo o altamente significativo en los niveles de IgG anti 
15 DT. Incluso desde la segunda dosis solo el grupo 1 no mostro un comportamiento 
significativamente superior, pero luego de la tercera dosis, para los dfas 35 y 42, 
la respuesta del grupo 1 fue altamente significativa con respecto al grupo 
inmunizado con el toxoide difterico en PBS (Fig 1 C). 

La comparacion de los niveles de IgG anti DT entre los grupos inmunizados 
20 intranasalmente con formulaciones que contenfan DT y el grupo al cual se le 
administro intraperitonealmente la vacuna tetravalente (grupo 13), mostr6 un 
patron de comportamiento similar al de la respuesta anti TT, es decir, los grupos 
que tenfan HBsAg pero no Bp potenciaron la respuesta hasta un nivel de 100 
veces, con la adici6n de Bp fue posible incrementar las respuesta aun mas, a 
25 niveles incluso superiores a los generados por la vacuna DPT-HB por vfa IP, este 
comportamiento reproduce lo encontrado con la otra protelna soluble, el TT, pero 
en este caso con el DT. Por lo que podemos afirmar que el HBsAg tiene un fuerte 
efecto potenciador sobre ambas protefnas solubles y viceversa, evidenciandose 
tambien en el caso del DT una actividad sinergica en cuanto a la potenciaci6n 
30 cruzada de la respuesta inmune a los antfgenos en las mezclas ya que como se 
explicd previamente, la respuesta de IgG anti antfgeno de superficie se potencio 
al adicionarse el DT. Tambien pudo demostrarse una vez mas la importancia de 
adicionar Bp a la mezcla, lo que permiti6 incrementar cientos de veces la 
respuesta anti DT situandola a niveles similares a los obtenidos luego de la 
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administracion IP. Se debe recordar en este punto que la respuesta es similar a la 
obtenida por via IP no obstante a que por esta via se utilizo una cantidad de DT 
cinco veces superior. 

Respuesta de anticuerpos IgG anti B pertussis (celula entera) en suero 
Todas las respuestas anti Bp se caracterizaron por su fortaleza y rapido 
incremento a niveles cercanos a la saturacion (Fig. 1D). No obstante a la 
aparente homogeneidad de los resultados, los analisis estadfsticos evidenciaron 
la posibilidad de generaci6n de diferencias significativas entre los grupos. 
Despues de la tercera administracion, se gener6 en el grupo inmunizado 
intranasalmente con la mezcla tetravalente, una repuesta significativamente 
superior a la del grupo que habia sido inmunizado con Bp solamente por la 
misma via (grupo 10). Este efecto desaparecio luego de la cuarta inoculation por 
el rapido alcance del estado de saturacion de los tltulos. 

Los restantes grupos inmunizados intranasalmente con formulaciones que 
contenfan Bp conjuntamente con uno o mas antfgenos, tuvieron fuertes 
respuestas, que el dfa 35 fueron desde significativamente superiores hasta 
altamente significativas para el caso del grupo administrado con HBsAg y Bp, lo 
cual evidenci6 que el efecto potenciador del HBsAg tambien se produce sobre 
celulas inactivadas, en adicion al efecto sobre las protemas solubles. Tanto el 
grupo 2 como el grupo 4 mantuvieron esta superioridad estadistica el dla 42, para 
los grupos 6 y 7 -que poseen las combinaciones mas complejas, no se 
observaron diferencias el dla 42 con respecto al grupo 10. 
La comparacion de todos los grupos nasales con el grupo IP no mostro 
diferencias significativas luego de segunda y tercera dosis evidenciando los altos 
titulos que se pueden obtener inmunizando por via nasal con la celula entera. 
Ejemplo 2. 

Determination de la respuesta en mucosas de las formulaciones nasales 
multivalentes del HBsAg. 

Teniendo en cuenta que un aspecto de interes que determina la superioridad de 
la respuesta a los antigenos administrados por via nasal es el hecho de que se 
puede generar una fuerte respuesta tanto a nivel mucosal como sistemico, 
determinamos las respuestas de anticuerpos IgA en lavados vaginales y en 
lavados pulmonares a los grupos inmunizados y descritos en el ejemplo 1 . 



Respuesta anti HBsAg en lavados vaginales 

La respuesta de IgA especifica para HBsAg en los lavados vaginales del dia 100 
luego de la cuarta administration en los ratones del grupo que recibieron la 
combinacion tetravalente por la via nasal, aunque superior, no difiri6 
significativamente de la hallada en los ratones que fueron tratados 
exclusivamente con HBsAg por identica via. Es importante destacar el hecho de 
que para este dla, los titulos en sangre tampoco fueron diferentes en cuanto a 
IgG anti HBsAg producto de la fuerte respuesta a la dosis de refuerzo del grupo 
con HBsAg en PBS. Sin embargo, se encontro para el primer grupo un 20% mas 
de seroconversion. Si bien no se encontraron diferencias es importante el hecho 
de que tanta cantidad de antigenos no afecte la respuesta en vagina anti HBsAg. 
Por otra parte, al comparar los niveles de IgA inducidos entre los grupos que 
recibieron la combinacion de los cuatro antigenos por las vfas intranasal e 
intraperitoneal (grupo 7 y 13 respectivamente) se demostro que los niveles de los 
anticuerpos predominantes en las secreciones vaginales desarrollados en el 
grupo inmunizado por la ruta mucosal resultaron significativamente mayores a los 
del grupo inmunizado por la via parenteral. Es bueno destacar que la inoculaci6n 
con formulaciones del HBsAg por la ruta IP resulta en un nivel de IgA en vagina 
que, aunque bajos, son superiores a los obtenidos por vfas como la SC y la IM 
(resultado no mostrado). Es por ello que las respuestas halladas en el caso de los 
lavados vaginales luego de inmunizacion IP fueron significativas. En general la 
inmunizacion nasal supero a la IP como era de esperar. 
Respuesta anti toxoide tetanico en lavados vaginales 

La determination de los niveles de IgA espetificos para el TT en secreciones 
vaginales luego de cuatro administraciones evidenci6 que el grupo inmunizado 
intranasalmente con la combinacion de HBsAg, DT, Bp y TT (grupo 7) genero una 
respuesta superior y altamente significativa con respecto a la inducida por el 
grupo inoculado con TT unicamente que tuvo un 0% de seroconversi6n. Este 
mismo comportamiento lo tuvieron los demas grupos inmunizados con TT en las 
diferentes mezclas antigenicas. A partir de este resultado, y teniendo en cuenta la 
respuesta del grupo 3 que contiene al HBsAg y al TT, es posible afirmar que el 
HBsAg potencio la respuesta de IgA anti TT en vagina al nivel de las otras 
mezclas (Fig 2B). 
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Todos los grupos administrados por via IN mostraron respuestas altamente 
significativas con respecto al grupo inmunizado con HB-DTP en alumina por via 
IP, este grupo solo tuvo un 14% de seroconversion, por lo que se puede afirmar 
que no todos los antigenos que se inmunizan por via IP logran tener respuesta a 
5 nivel de vagina, al parecer esta es una propiedad exclusiva de algunos antigenos, 
entre ellos el HBsAg. 

Respuesta anti toxoide difterico en lavados vaginales 

Las respuestas de IgA anti DT en secreciones vaginales en el grupo de la 
formulacion tetravalente nasal, asf como en los grupos que fueron inmunizados 
10 con las demas formulaciones combinadas que contenfan al DT, fueron superiores 
(p<0,001) con respecto a los niveles generados en el grupo 9, que se inmunizo 
con una preparation control de DT en PBS (Fig. 2C). 

Ademas, la respuesta generada por el grupo que recibib los cuatro antigenos por 
la via nasal tambien fue superior a la generada en el grupo de la vacuna 
15 tetravalente por via intraperitoneal, similar comportamiento que con TT. 

Se pudo observar en general que los grupos inmunizados mucosalmente, 
desarrollaron niveles de IgA vaginal significativamente superiores respecto al 
grupo que contiene a los cuatro antigenos por via IP. 

Los niveles de IgA anti DT para el grupo 1, no se diferenciaron de los obtenidos 
20 por los grupos que tuvieron mayor inmunogenicidad, evidenciando lo que 
anteriormente se comprob6 para el TT, que el HBsAg indujo una potentiation de 
la respuesta anti DT en vagina altamente significativa con respecto al grupo 9, en 
el cual se administro el toxoide en PBS (Fig. 2C). Es posible, como comentamos 
anteriormente, que este resultado no implique un beneficio directo sobre la 
25 protection contra la difteria, o el tetanos, pero a partir de la evaluation de los 
modelos TT y DT se puede hipotetizar que la combinaci6n del HBsAg por vfa 
nasal, con antigenos de semejante naturaleza -no particulados sino solubles- de 
otros patogenos, libres o ancladas a estas proteinas, pudieran generar un 
incremento en los niveles de respuesta inmune a nivel de vagina. 
30 Respuestas anti Bordetella pertussis en lavados vaginales 

La respuesta anti Bp en lavados vaginales se dividio en dos estratos, uno inferior 
en el que se situo el grupo inmunizado con Bp en PBS, y el otro superior, 
correspondiente a los grupos inmunizados con todas las combinaciones 
estudiadas. Cuando ambos estratos se analizaron de conjunto, result6 superior 
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de manera altamente significativa la respuesta obtenida anti Bp por inmunizacion 
con las combinaciones, todas ellas conteniendo al HBsAg, no obstante a ello, es 
bueno destacar que la respuesta generada por Bp solamente, indujo niveles 
cercanos a 1/100, a diferencia de los toxoides tet£nico y difterico que apenas 
5 seroconvirtieron y que s6lo lograron fuertes respuestas cuando se inmunizaron en 
las mezclas de antigenos. 

Para el caso de Bp, no se observo que la inoculacion IP generara respuestas de 
IgA vaginal, por tanto su comportamiento fue semejante al del TT, que genero, 
por via IP, una respuesta de IgA imperceptible en lavados vaginales. Los otros 
10 dos antigenos, HBsAg y DT, generaron por si solos respuestas que fueron 
debiles pero significativas y que tuvieron 70 y 60% de seroconversi6n 
respectivamente. 

Respuestas de IgA en lavados pulmonares 

Del mismo modo que las respuestas a nivel de vagina son importantes para la 
15 protection contra uno de los patogenos, la generation de una respuesta a nivel 
de tracto respiratorio es fundamentalmente importante para los patogenos Bp y 
Corynebacterium diphtheriae. Este aspecto no excluye el estudio de las 
respuestas anti TT y anti HBsAg para el conocimiento general del nivel de 
activation inmunologica a nivel mucosal movilizado por la inmunizacion nasal de 
20 la mezcla tetravalente representada en el grupo 7. 
Respuestas anti HBsAg en lavados pulmonares 

Luego de determinarse las respuestas de IgA especifica para HBsAg obtenidas 
en los lavados pulmonares, se pudo concluir que no existieron diferencias 
significativas entre la generada por el grupo que fue inmunizado con la 

25 combination tetravalente por la via nasal (grupo 7) y la generada en el grupo que 
solo recibio HBsAg por igual via (grupo 8). Es importante destacar que en el 
momento en que se realiza la evaluation de los niveles de IgA en pulmones, se 
producen niveles similares de IgG en suero para los grupos inmunizados con la 
mezcla y con el HBsAg en PBS. Este efecto de la cuarta inoculacion disparo los 

30 niveles de la IgA anti HBsAg en el grupo 8. No obstante, la respuesta fue fuerte y 
no se afecto con respecto a la generada por el HBsAg en PBS por la 
administration de una gran cantidad de antigenos (DT, TT y Bp), evidenciando la 
alta capacidad de la ruta (Fig 3A). En esta misma figura se puede observar que la 
via IP, contrario a lo que sucede a nivel de vagina, no induce una respuesta 




significativa en lavados pulmonares, y la comparaci6n con los grupos nasales es 
ampliamente favorable para estos ultimos (p<0,001). 
Respuestas anti toxoide tetanico en lavados pulmonares 
La respuesta de anticuerpos IgA anti toxoide tetanico, resulto ser mucho mayor 
(p<0,001) para la formulacion nasal tetravalente con respecto a la administration 
del TT en PBS por la misma ruta o cuando se administro adyuvado en alumina 
junto a HBsAg, DT y Bp por la via intraperitoneal. Se detectaron respuestas casi 
imperceptibles en estos dos ultimos grupos controles (Fig. 3B). 
Respuestas anti toxoide difterico en lavados pulmonares 
La combinacion del toxoide difterico con HBsAg, TT y Bp administrada 
intranasalmente increment6 enormemente su inmunogenicidad. Tal afirmaci6n se 
basa en que los resultados de las determinaciones de las respuestas de 
anticuerpos IgA anti DT indicaron que existfan diferencias altamente significativas 
(p<0,001) entre el grupo inmunizado con la combinacion de los cuatro antfgenos 
por la ruta mucosal (grupo 7) y los grupos 9 y 13, que se corresponden con el DT 
en PBS por via nasal y el control de la vacuna tetravalente por via intraperitoneal, 
respectivamente. En el caso del grupo 9, para una dilution 1/100 no hubo ningun 
raton positivo anti IgA especffico para DT. En el grupo IP, solo se detecto un raton 
positivo, por lo que esta pobre respuesta contrasta fuertemente con las obtenidas 
por la mezcla tetravalente, del mismo modo que contrasta la respuesta obtenida 
contra el TT en los grupos hom6logos (Figs. 3C y 3B). 
Respuesta anti Bordetella pertussis en lavados pulmonares 
Al compararse entre si las respuestas de IgA anti Bp desarrolladas en el grupo 
inmunizado con la combinacion cuadruple por la ruta nasal (grupo 7) y en el 
grupo inmunizado exclusivamente con las celulas inactivadas de Bp por igual via 
(grupo 10), pudo constatarse que no existfan diferencias significativas entre ellas. 
Sin embargo, cuando las respuestas de los grupos analizados anteriormente 
fueron comparadas cada una con la generada en el grupo que recibio 
intraperitonealmente la mezcla antigenica de cuatro elementos adyuvada con 
alumina, la superioridad de ambas respuestas de IgA fue altamente significativa, 
demostrandose una vez mas que unicamente con la inoculation mucosal se 
favorecen los fuertes incrementos en la respuesta IgA detectada en lavados 
pulmonares (Fig. 3D). 
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Aunque la respuesta en lavados pulmonares anti Bp no fue potenciada con la 
mezcla como ocurri6 en lavados vaginales, tampoco se aprecio que el incremento 
del numero de antigenos haya repercutido negativamente en la inmunogenicidad. 
Es bueno sefialar que ya la respuesta anti Bp tuvo niveles muy altos en los 
grupos 7 y 10, con titulos para ambos cuya media geometrica estuvo por encima 
de 10 4 . Este resultado evidencia que Bp es un excelente inmun6geno por la via 
nasal para la induction de respuestas de IgA en pulmones. El efecto que se 
observ6 en los niveles de anticuerpos fue de estrechamiento maximo de los 
intervalos, lo que evidencia un efecto de saturaci6n para los mismos. Debido a 
que solo se hizo lavados pulmonares de los grupos 7 en adelante no se pudo 
estudiar el grupo 2 en comparacion con el 10 para ver el efecto de la combination 
del HBsAg y Bp, pero presumimos, por el nivel de los titulos y la caractenstica de 
la respuesta, que de existir diferencias, estas hubiesen sido muy estrechas. 
Ejemplo 3. 

Comparacion de la respuesta de anticuerpos contra las proteinas FHA y 
toxina de pertussis luego de la administracidn nasal y sistemica de las 
formulaciones de los grupos 7 y 13 del ejemplo 1. 

Debido a que reportes previos senalados en la Memoria Descriptiva sugieren la 
menor capacidad de la ruta nasal para promover una respuesta contra las 
proteinas independientes de Bp: la FHA y la toxina de pertussis, se realizo la 
evaluacion de la respuesta contra las mismas para los grupos 7 y 13, que son los 
grupos que se corresponden con la formulaci6n tetravalente administrada por via 
nasal y parenteral respectivamente. Esta evaluacion se realizo luego de tercera y 
cuarta inoculaciones. El analisis estadfstico de la respuesta demostro que no 
existieron diferencias significativas entre los grupos nasales y los parenterals de 
las extracciones evaluadas. De modo que pudimos concluir que en la formulacidn 
nasal tetravalente se sigue induciendo, incluso luego de la inoculation de una 
cantidad 2.5 menor de Bp (Fig.4). 
Ejemplo 4. 

Respuesta linfoproliferativa en bazo luego de administration nasal. 

Con el objetivo de estudiar la respuesta proliferativa generada en bazo por los 
antigenos del ejemplo 1, se seleccionaron el dfa 100 los grupos 7 al 13, 
realizando la extraction del bazo de al menos cuatro ratones por grupo, con los 
cuales se hizo un pool de linfocitos que se cultivaron en presencia de los 



antigenos conque se habian inmunizados. En la figura 5 se destacan los 
resultados de la evaluation de la capacidad proliferativa de los antigenos 
administrados por via nasal en formulation tetravalente, individualmente. Los 
grupos intraperitoneales fueron usados como control de la ruta. 
Como resultado de este experimento se pudo evidenciar que es posible obtener a 
partir de administraci6n intranasal de formulaciones multiples de antigenos, 
respuestas celulares significativas contra todos los antigenos presentes en la 
preparaci6n, incluso superiores para algunos de ellos, figura 5. 
Ejemplo 5 

El HBsAg tambien acttia como inmunopotenciador de la inmuno-genicidad 
del complejo protelco de vesfculas de membrana externa (CPME) de 
Neisseria meningitidis. 

Con el objetivo de explorar si el antigeno de superficie es capaz de potenciar la 
respuesta a antigenos coadministrados, se realizo un experimento en el que se 
inocularon grupos de 8 ratones BALB/c hembras entre 8 y 10 semanas de edad 
con antigeno de superficie, CPME y los correspondientes controles de los 
antigenos solos. Este experimento evidencio que el antigeno de superficie fue 
capaz de potenciar significativamente la respuesta contra el CPME, y viceversa 
(Figura 6). 

Otros antigenos coinoculados recibieron un efecto similar sobre su 
inmunogenicidad, debido a la actividad potenciadora del antigeno de superficie, 
entre ellos, aparte de las protelnas solubles y bacterinas, se hallan virus 
inactivados, microorganismos atenuados, y protelnas de superficie viral. 
Ejemplo 6. 

Algunas combinaciones reales. Potencialidades y modos de combinaci6n. 

Entre las combinaciones multiples que han demostrado la inmunogenicidad de los 
componentes individuales donde se pudo obtener respuestas incrementadas 
contra un alto porcentaje de los antigenos presentes en las mismas y que pueden 
ser formuladas de conjunto en formulaciones llquidas o liofilizadas para 
administration nasal se encuentran las presentadas en la siguiente tabla: 

1- Hb-D 6-Hb-PT 11- Hb - DPT - Hib 

2- Hb - P 7- Hb - DPT 12- Hb - (IPV) 

3- Hb - T 8- Hb - (Hib) 1 3- Hb - DPT - Hib - (IPV) 

4- Hb - DP 9- Hb - (CPME) 

5- Hb - DT 1 0- Hb - (Virus atenuados o inactivados, naturales o recombinantes) 



Entre las combinaciones de antfgenos que pudieran mezclarse con el HBsAg se 
pueden seleccionar antfgenos que se formularian por aplicaci6n de acuerdo a 
grupos de edades, atendiendo a su inoculaci6n en ancianos, adolescentes o 
recien-nacidos. Ademas por interes de tipo de enfermedades mucosales, aquf se 

5 pueden encontrar antfgenos que penetran por mucosas en los cuales la 
inmunidad de mucosas es importante. Entre estos pueden seleccionarse de 
acuerdo a la utilizacion de mezclas de antfgenos para prevenir enfermedades 
sexuales, respiratorias, buco - intestinales. Atendiendo a grupos de riesgo, o a 
necesidades de viajeros. Atendiendo a organo (ej: HBV, HCV y HAV). Atendiendo 

10 a tipo de enfermedad (Ej. enfermedades cronicas de transmision sexual, 
enfermedades virales de transmision sexual, etc). 

Breve descripcion de las figuras 

Figura 1. Cinetica de la respuesta IgG de un esquema de inmunizacion con 
15 inoculaciones los dfas 0, 14, 28 y 87. Las extracciones de sangre se realizaron 
los dfas -10, 21, 35, 42, 84 y 97. (A) Cinetica de la respuesta de IgG anti HBsAg 
en suero; (B) Cinetica de la respuesta anti TT en suero; (C) Cinetica de la 
respuesta anti DT en suero y (D) Cinetica de la respuesta anti Bp en suero. 
Tablas 1A, B, C y D: resultados de los analisis estadfsticos de las comparaciones 
20 entre grupos de las respectivas figuras. 

Figura 2. Respuesta de IgA en lavados vaginales el dfa 97. (A) Respuesta de IgA 
anti HBsAg; (B) Respuesta de IgA anti TT; (C) Respuesta de IgA anti DT y (D) 
Respuesta de IgA anti Bp (celula entera). Tablas 2A, B, C, D: analisis 
estadfsticos. 

25 Figura 3. Respuesta de IgA en lavados pulmonares el dfa 97. (A) Respuesta de 
IgA anti HBsAg; (B) Respuesta de IgA anti TT; (C) Respuesta de IgA anti DT y (D) 
Respuesta de IgA anti Bp (celula entera). Tablas 3A, B, C, D: analisis 
estadfsticos. 

Figura 4. Evaluation de la respuesta de IgG en suero contra protefnas 
30 individuales de Bp luego de administracion de combinaciones tetravalentes por 
vfas IP e IN. Se muestran los niveles de densidad optica generados por sueros 
individuales de los grupos inmunizados con las formulaciones tetravalentes de 
administracion nasal e intraperitoneal, grupos 7 y 13 respectivamente, luego de 
(A) tercera inoculaci6n y (B) cuarta inoculacion. 
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Figura 5. Evaluation de la actividad proliferativa contra los antfgenos presentes 
en la formulaci6n nasal tetravalente del ejemplo 1 , administrados individualmente 
y en la formulaci6n tetravalente. 

Figura 6. Actividad potenciadora del HBsAg sobre el CPME de Neisseria 
5 meningitidis. La combination de ambos antfgenos favorecio significativamente la 
respuesta anti CPME. 
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REIVINDICACIONES 

ANTIGENO DE SUPERFICIE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B COMO 
INMUNOPOTENCIADOR MUCOSAL, FORMULACIONES RESULTANTES. 

1 . Formulaci6n vacunal multivalents para administraci6n nasal caracterizada 
porque contiene el antigeno de superficie del Virus de la Hepatitis B como 
inmunopotenciador mucosal de antfgenos solubles, bacterinas y virus inactivados. 

2. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun la 
reivindicacion 1, caracterizado porque uno de los antfgenos de la formulacion es 
el propio antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B. 

3. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque junto al antigeno de superficie del 
virus de la Hepatitis B se adiciona un numero n de otros antfgenos que reciben un 
efecto inmunopotenciador por su coadministracion con el HBsAg donde n puede 
ser n=1 hasta n=20. 

4. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende el antigeno 
toxoide tetanico, que recibe un efecto inmunopotenciador por su coadministracion 
con el HBsAg. 

5. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende el antigeno 
toxoide difterico, que recibe un efecto inmunopotenciador por su coadministracion 
con el HBsAg. 

6. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende un antigeno 
conjugado protefna - polisacarido correspondiente a un antigeno vacunal anti 
Haemophilus influenzae tipo b, que recibe un efecto inmunopotenciador por su 
coadministracion con el HBsAg. 

7. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende un antigeno 
conjugado protefna - polisacarido que se corresponde con el polisacarido C de 
Neisseria meningitidis conjugado a una protefna portadora, que recibe un efecto 
inmunopotenciador por su coadministracion con el HBsAg. 
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8. Formulaci6n vacunal multivalente para administraci6n nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende un antigeno 
conjugado proteina - polisacarido cuya porcion polisacarfdica se corresponde con 
un polisacarido vacunal de Pneumococcus pneumoniae, que recibe un efecto 
inmunopotenciador por su coadministration con el HBsAg. 

9. Formulaci6n vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende 
microorganismos inactivados como antigenos vacunales que reciben un efecto 
inmunopotenciador por su coadministracion con el HBsAg. 

10. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun la 
revindication 9, caracterizado porque un antigeno vacunal puede ser la bacterina 
de Bordetella pertussis, que recibe un efecto inmunopotenciador por su 
coadministraci6n con el HBsAg. 

11. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende virus 
inactivados como antfgenos vacunales, que reciben un efecto inmunopotenciador 
por su coadministraci6n con el HBsAg. 

12. Formulaci6n vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende virus 
atenuados como antigenos vacunales, que reciben un efecto inmunopotenciador 
por su coadministracion con el HBsAg. 

13. Formulaci6n vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 3, caracterizado porque n comprende uno o mas de 
los antigenos descritos en las reivindicaciones de la 4 a la 12 o mezclas de estos 
y otros tipos antigenicos, que reciben un efecto inmunopotenciador por su 
coadministracion con el HBsAg. 

14. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 13, caracterizado porque el volumen de la 
formulacion final esta en el rango de ios 50 microlitros a los 2 mililitros, en 
dependencia del tamano y la especie a inmunizar. 

15. Formulacion vacunal multivalente para administracion nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 14, caracterizado porque las cantidades de antigeno 
a inocular estan en el rango de los 0.1 microgramos a los 2 mg en dependencia 
del tipo de antigeno y de la especie a inmunizar. 
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16. Formulaci6n vacunal multivalente para administration nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 15, caracterizado porque la mezcla antigenica se 
solubiliza en PBS, soluci6n salina, agua para inyecciones o en cualquier soluci6n 
tampon de uso en la practica medica o que permitan la estabilidad de los 

5 antfgenos. 

17. Formulaci6n vacunal multivalente para administration nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 16, caracterizado porque los componentes estan en 
estado liquido o liofilizados. 

18. Formulation vacunal multivalente para administration nasal segun las 
10 reivindicaciones de la 1 a la 17, caracterizado porque la administraci6n se realiza 

por gotas, spray o pulverization. 

19. Formulation vacunal multivalente para administration nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 18, caracterizado porque se emplea en humanos o 
animales. 

15 20. Formulation vacunal multivalente para administration nasal segun las 
reivindicaciones de la 1 a la 19, caracterizado porque se emplea para uso 
preventivo o terapeutico. 
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Figura 1B- 
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Figure 1C 
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Figura 2B 
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Figura 2D. 
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Figura 3A. 
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Figura 3B. 
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Figura 4A. 
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